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明に役立つものと考えられる。 E-NFCの構成蛋白としてニューロフィラメント蛋白 (NF-H， NF-M, NFｭ
L) が同定されており， E-NFCを生じるウサギ脳ではニューロフィラメント蛋白の合成から代謝にいたる多くの





体重2.0 ，....， 2.5kg の成熟ニュージーランドホワイトウサギをエーテル麻酔後，左大脳半球実質内に Holt's adjuvant 
(10%AIC13 ・ 6H20 溶液5.6mllこ蒸留水27.9ml を加え，更に15.75%Na3P04 ・ 12H 2 0 溶液6.3ml を加え， pH5.5 に
合わせて滅菌したもの) 0.5ml をゆっくり注入した。投与直後 (0 日)， 3 日， 5 日， 7 日目のウサギを麻酔後に断
頭して大脳，小脳，脳幹の各部位に分けた。また，一部のウサギは10%ホルマリンにて経時的に還流固定し，組織標
本の作製に供した。
2. capture ELISA 法による NF-H， NF-L蛋白量の定量
ウサギ脳各部位をホモジナイズし， NF-Hに対するモノクローナル抗体を固相化したマイクロタイタープレート
の各ウェルにホモジネー卜を加え， 1 次抗体に NF-Hに対するポリクローナル抗体， 2 次抗体にALP標識抗ウサ
ギ IgG を用い， PNP P による発色後に吸光度を測定した。 NF-L についてもモノクローナル抗体を固相化し，




3. ノーザン法による NF-H ， NF-L mRNA の定量
ウサギ脳から抽出した RNAから PT-PCR によってNF-H ， NF-L それぞれに対して特異的な DNA配列
を増幅し，ノーザン法のプロープとした。脳各部位の RNAをAGPC法により抽出し，ノーザン法により NF-H，
NF-L の mRNA 量をデンシトメトリーにて定量し，それぞれの経時的変化を検討した。
4. ニューロフィラメントのリン酸化および局在変化の組織学的検討
アルミニウム投与ウサギ脳幹につき， 1 次抗体としてリン酸化非依存性抗NF-H抗体 (N52)，抗リン酸化NF­
H抗体 (SM 1 -31) および抗脱リン酸化NF-H抗体 (SM 1 -32) を用いた免疫組織化学を行いリン酸化レベル




NF-L は経時的に減少していた。 NF-L に対する NF-Hの量比は， 3 日目以降に上昇していた。特に大量のE­
NFCが観察された脳幹ではこの傾向が顕著であった。
アルミニウム投与による mRNA の変化は， NF-HmRNA 量は上昇していたが， N F -L mRNA 量は各部位


























F-Hが増加し，以後はリン酸化NF-Hが経時的に増加することを示した。 NF-H， NF-L についての 2 重蛍
光染色では，アルミニウム投与により NF-Hが細胞胞体内で高度に偏在することを示した。これらの結果から， Eｭ
NFC形成過程ではNF-Hの細胞内輸送の障害が生じ，その後リン酸化レベルの上昇や蛋白量比の顕著な解離によ
り E-NFC形成と神経細胞変性が惹起されるという機序を提唱した。本研究の結果は， E-NFCの形成機序につ
いてニューロフィラメントサブユニット蛋白間の量比の解離が原因となりうることを示した点で意義があり， この知
見は中枢神経系変性疾患における線維性構造物蓄積の形成機序を理解する上で重要と考えられ，学位の授与に値する
と考える。
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